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Abstract: Trichinella sPiralis musc1e larvae possessed both "specific" antigens in 
stichocyteα-granules， the alimentary tract， and the cutic1e surface; and "non-specific" 
antigens in cutic1e inner layer(s)， hypodermis， and hemolymph. Thin study was designed to 
determine immunocytochemically the c1ass of antibodies raised against specific and non-
specific antigens. Ultrathin sections of resin embedded T.ゅiralismusc1e larvae were 
immunostained with sera from patients with a wide variety of helminthiasis inc1uding 
trichinosis， paragonimiasis， fascioliasis， trichuriasis， gnathostomiasis， dirofilariasis， anisa-
kiasis， cysticercosis cellulosae hominis， and diphyllobothriasis. Sera from al patients 
reacted positively against the non】specificantigens. IgG-c1ass antibodies exc1usively 
contributed to the response. On the other hand， patients with trichinosis evoked both 
IgG-and Igl¥tιc1ass antibodies against specific and non凶specificantigens. These results 
increase the potential usefulness of the specific diagnosis of trichinosis， because they 
suggest that a test using only IgM-c1ass antibodies may minimize the undesirable effects of 
contaminating non-specific antigens in the immunodiagnosis of trichinosis. 
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の方法にもとづき， 0.5 %ペプシン(NACALAI TES】
QUE， INC. Kyoto， Japan)/0.7 %塩酸(NAKALAI






































た.すなわち， 2 %塩化金(HAuCl4"4H20; NACALAI 
TESQUE， INC. Kyoto， Japan)溶液 1ml及び蒸留水
159mlを三角フラスコに入れ， 600Cで撹排した.さら











グリコーノレ(PEG;:分子量 20，000，NACALAI TESQUE， 
INC. Kyoto， Japan)溶液 0.15mlを加えた.次いでプラ
スチック製の遠沈管に 0.45μmのミリポアフィノレター
(Minisart NML， Nihon Milipore Kogyo K. K目， Yon巴z
awa， Japan)でろ過した 0.05%PEGおよび 0.02%ア
ジ化ナトリウム (NaN3)を含む 5%グリセローノレ溶液
2.5mlを入れ，その上に前述のプロテイン Aと金コロ
イドとの混合液 5mlを重層し55，000g(25， 000 rpm)で4
℃にて 40分間遠沈(HITACHI 65 P，日itachiKoki Co.， 




ン加 PBSC1% Egg】Albumin-PBS)にて 10倍に希釈し，
マイクロ遠心機(MR-150，TOMYSEIKO Co.， Ltd.， 
Tokyo， Japan)を用い， 8，000 g (1， 000 rpm)で室温に











ピジン(streptavidin，SIGMA， St， Louis， USA)O.l mg 
をプラスチックピーカー内で 5mM塩化ナトリウム溶
液 0.1mlに溶解させ，次に O.lM炭酸カリウム (K2
C03)溶液で pH6.4に調整した金コロイド溶液 5mlを





コロイドとの混合液 5mlを重層し， 55，000 g(25，000 
rpm)で 4Tにて 40分間遠沈後，上清 6.5ml除去し，残
りの 1mlを沈殿物とよく混和し，これをストレプトアピ
ジン金コロイド混合液としてどCで保存，作製後 1週間
以内に使用した.免疫染色時には， 1 %BSAを含む PBS
〔以下 1% BSA-PBS)にて 10倍希釈し，マイクロ遠心機
を用い 8，000g(l1，OOO rpm)で、室温にて 5分間遠心後，






虫症患者血清を 1% BSA-PBSにて 100倍に希釈した
ものを，室温にて 30分間反応させた.1 % BSA同PBSに
て3回洗浄後， ピオチン標識抗ヒト IgG溶液(BIOTIN
CONJUGATED GOAT ANTI同HUMANIgG ANTI】
BODY.， TAGO INC. CA， USA)または， ピオチン標識
抗ヒト IgM溶液(BIOTIN CONJUGATED GOAT 
ANTI-HUMAN IgM ANT IBODY.， TAGO INC. CA， 
USA)を200倍に希釈したものを，室温で 30分間反応さ
せた.その後切片を 1% BSA・PBSにて洗浄し， 4)の方
法で、得たストレプトアピジンー金コロイド混合液を室温




Albumin PBSにて 100倍希釈し，室温で 30分間反応さ










幼虫は最外層を厚さ 0.9μmのクチグラ (cuticle;C) 
で取り固まれており，その内側に角皮下層(hypod巴rmls;
Hy)，さらに筋肉層(muscl巴 layer; M)が位置する
(Plate 1，4).筋肉層は，一対の側索Clateralcord; Co) 
とその聞を 2分する位置にある一対の正中索(median
cord)により 4つに分けられている.虫体の前方部には
食道(esophagus; E Plate 4)とそれを取り囲む食道腺
(stichosome; St)と呼ばれる長さ約 450μmの大きな器
官が存在する (Plate1). この食道腺は形態の異なる a0， 





































Table 1. A summary of the antibodies against muscle larval antigens in sera of pati巴ntswith 
Trichinella and non-Trichinella helminthiasis. Intensity of th巴 immunostainingwith protein 
A-gold is rated as positive( +)， border lin巴(士)， negative( -)， not determin巴d(ND)
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旋毛虫症に特異的な免疫診断法に関する研究 (631) 




幼虫超薄切片とを反応させ，それぞれの抗体の抗原認識 CPlate 11). これに対し，クチクラ内層，体腔液(Plat巴
部位を PAG法にて同定し， Table 1にまとめた.旋毛虫 11，12，13，14)は，反応の強さにこそ差はあるものの，他
患者血清6例全例と常に反応し，免疫染色陽性とみなさ の嬬虫症愚者血清すべてと染色陽性を示した.
れたのは， 7チクラ表面， 7チクラ内層，角皮下層CPlate 2)Avidin-Gold法を用いた免疫染色法の結果
7)，食道腺穎粒 a0， a l(Plate 8)，体腔液CPlat巴10)， 前述の方法で免疫染色をした結果を Table2にまと
食道内腔物Cesophagus occupying substance; EOS， めた.旋毛虫患者血清を用いた結果，クHチクラについて
Plate 9)，腸腺穎粒， brush borderCB B， Plate 10)，で 観察すると，内層は，特異的 IgG抗体と反応する場合が
あった.また，用いた患者血清により，陽性を呈したり， 多いのに対し，特異的 IgM抗体では，反応しないか，反
陰性を呈したり，結果が一定で、なかった部位は，食道腺 応しても非常に弱い染色結果であった.これとは反対の
穎粒 a2CPlat巴9)，β，γ，cordの穎粒，そしてグリコー 現象がクチクラ表面で見られ，抗 IgG抗体には，ほとん
ゲン穎粒や生殖原基細胞質成分で、あった.常に陰性であ ど陰性を示しているのに対し，抗 IgM抗体には全例陽性
ったのは，食道のクチクラ CPlate9)，核，核小体，ミト を示した(Plat巴15，16).食道線の a0， a1穎粒では，半
コンドリア，粗面小胞体，筋繊維(Plate7)という結果で 数例が， IgGに反応しなかった(Plate17)が， IgM ~こは，
あった. 全例とも強く反応じたCPlat巴18).また，食道内腔物，中
各種嬬虫症患者血清で免疫染色をしたところ，食道腺 腸内腔物Cmidgutoccupying substance; MOS)，中腸
Table 2. A summary of the c1ass-specific antibodies against musc1e larval antigens in sera of patients with 
Trichinella and non-Trichinella helminthiasis. Intensity of the immunostaining with avidin-gold 
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に含有する事は明白である.旋毛虫抗原の研究は，免疫 面，食道腺穎粒 a0， a l， EOSはIgGとは反応する場合
診断用抗原の選択及び感染防御の標的抗原の同定を目的 としない場合とがあるのに対し， IgMとは常に反応し，
に活発になされている.その代表的なものは虫体と宿主 強い陽性所見を呈した.一方，非特異的抗原とされるク
細胞の相互作用の分析，虫体抗原の免疫転写分析CWest チクラ内層，角皮下層，体腔液は IgGに反応するが， IgM
ern blotting)による抗原の分子量28)および等電点10)2蜘 0) との反応は，非常に弱かった.旋毛虫症以外の嬬虫症の
の決定，宿主が認識する抗原の局在部位の同定31)32)問，排 患者血清においても同様の検索を行うと，特異抗原に対






穎粒を有する.旋毛虫の食道腺頼粒は形態が異なる 5種 原と反応する IgMのみを検出することになり，非特異的
類より成り，機能は不明であるが，穎粒成分はラット， 抗原に対して，観察される交差反応も最小限に押えられ









た叩3)刊. ES抗原は，食道腺 α穎粒に由来し38)，消化管 期のものであり， IgMレベルの反応が経過と共に既に低
を経て体外に放出され，そして体表面に付着するため， 下しつつある時期のものと考えられる.もうひとつの原
クチクラの表面にはこれと同様の特異的な抗原があるこ 因には，嬬虫に共通の非特異的抗原は，一般的に IgM抗
とが示されている 39) これらの特異抗原を免疫診断に用 体の産生を惹起しにくいためとも思われる.何故なら，
いる為には，旋毛虫虫体から大量に分離しなければなら 旋毛虫に感染したヒトやラットのいずれも感染初期です
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Explanation of plates 
Plat巴1. Longitudinal section through th巴 upperstichosom巴(St)，including stichocyte a2 granules 
〔配2)，cuticle(C)， hypodermis(Hy)， muscle layer(M)， and hemolymph(H巴)， 
Plate 2. Longitudinal section through the midgut(Mg) and the genital primordium(Gp). C: cuticl巴
Plate 3. Longitudinal section through the hindgut(Hg). C: cuticle 
Plate 4. Transv巴rsesection through the esophagus(E)， cord(Co) and glycogen aggregates(G). C: 
cuticle， Hy: hypodermis， M : muscl巴 layer，H巴:hemolymph 
Plate 5. Longitudinal section through the lower stichosome(St)， including stichocyte al granules 
(al) and stichocyteβgranules(β). 
Plate 6. Longitudinal section through the intestinal gland(Ig) and the midgut(Mg)目 He:h巴molymph，
G: glycog巴naggregates 
旋毛虫症に特異的な免疫診断法に関する研究 (639) 
Plat巴 7.An immunoelectron micrograph of muscle larvae with protein A-gold method. Cuticle(C) 
surface and inner layer， hypod巴rmis(Hy)are positive but muscl巴 layer(M)is negative for 
immunostaining with sera from patients with trichinosis 
Plate 8. An immuno巴lectronmicrograph of muscle larvae with protein A -gold method. Stichocyte 
αo granules(aO) are positive for immunostaining with sera from patients with trichinosis 
Plate 9. An immunoelectron micrograph of muscle larvae with protein A-gold method. Esophagus 
occupying substance (EOS) is positive but the esophagus cuticle and stichocyte a2 granules 
(a2) are negative for immunostaining with sera from patients with trichinosis. 
Plate 10. Aロimmunoelectronmicrograph of muscle larvae with protein A -gold method. Brush 
border(BB) of the midgut and hemolymph(He) are positive for immunostaining with sera 
from patients with trichinosis. 
Plate 11. An immunoelectron micrograph of muscle larvae with protein A-gold method. Stichocyte 
a1 granules(al) and h巴molymph(He)are positive by immunostaining with serum from a 
patient with severe-trichuriasis目
(640) 竹上貴子
Plate 12. An immunoelectron micrograph of muscle larvae with protein A-gold method. Granules of 
the intestinal gland(lg)， Hemolymph(He) are positive but brush bord巴r(BB)of the midgut， 
stichocyte aO granules(aO) are negative by immunostaining with sera from patients with 
paragommlasls. 
Plate 13. An immunoelectron micrograph of muscle larvae with protein A-gold method. Hemolymph 
(He) is positive but esophagus occupying substanc巴 (EOS)is negative by immunostaining 
with sera from patients with fascioliasis. 
Plate 14. An immunoelectron micrograph of muscle larvae with protein A -gold m巴thod.Hemolymph 
(He) is positive but stichocyte a lCa 1) and β(β) granules are negative by immunostaining 
with sera from patients with fascioliasis. 
Plate 15‘An immunoelectron micrograph of muscle larvae with avidin-gold method. Cuticle(C) 
inn巴rlayer is positive but surface is negative by immunostaining with IgG in trichinosis 
sera. 
Plate 16. An immunoelectron micrograph of muscle larvae with avidin-gold method. Cuticle(C) 
surface is positive' but inner layer is negative by immunostaining with IgM in trichinosis 
sera. 
Plate 17.， An immunoelectron micrograph of muscle larvae with avidin-gold method. Hemolymph 
(He) is positive but stichocyte a1 granules(a1) and esophagus occupying substanceCEOS) 
are negative by immunostaining with IgG in trichinosis sera. 
Plate 18. An immunoelectron micrograph of muscle larvae with avidin-gold method. Stichocyte a1 
granules(a1) and esophagus occupying substance(EOS) are positive but hemolymph(He) 
is negative by immunostaining with IgM in trichinosis sera 
Plate 19. An immunoelectron micrograph of muscle larvae with avidin-gold method. Cutic1e(C) and 
hypodermisCHy) are positive by immunostaining with IgG in severe-trichuriasis serum. 
Plate 20. An immunoelectron micrograph of muscle larvae with avidin-gold method. Cutic1e(C) and 
cord(Co) are negative by immunostaining with IgM in severe-trichuriasis serum. 
Plat巴21.An immunoelectron micrograph of musc1巴 larvaewith avidin-gold method. Cutic1e(C) and 
hypodermisCHy) are positive by immunostaining with IgG in anisakiasis sera. 
Plate 2. An immunoelectron micrograph of musc1e larvae with avidin-gold method. Cutic1e(C) and 
hypodermis(Hy) ar巴 negativeby immunostaining with IgM in anisakiasis sera 
Plate 23. lmmunostaining by protein A-gold method using control sera from healthy infants. No 
eftective staining is observed. 
Plate 24. lmmunostaining by avidin-gold method using IgG in control sera from healthy infants. N 0 
巴f巴ctivestaining is observed. 
Plate 25. lmmunostaining by avidin-gold method using IgM in control sera from healthy infants. No 
effective staining is observed. 
